Возможности флуоресцентной визуализации в оценке реваскуляризации гетеротопически трансплантированного сегмента трахеи приматов by A. Akopov L. et al.
80
ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XXII   № 2–2020
DOI: 10.15825/1995-1191-2020-2-80-85
ВОЗМОЖНОСти ФлУОреСЦеНтНОЙ ВиЗУАлиЗАЦии 
В ОЦеНКе реВАСКУлЯриЗАЦии ГетерОтОПичеСКи 
трАНСПлАНтирОВАННОГО СеГМеНтА трАХеи ПриМАтОВ
А.Л. Акопов1, Г.В. Папаян1, С.Д. Горбунков1, С.В. Орлов2, Д.Д. Карал-оглы2, 
П.А. Капланян2, Е.А. Губарева3, Е.В. Куевда3, Д.М. Кузнецова3
1 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет 
имени академика И.П. Павлова» Минздрава России, Санкт-Петербург, Российская Федерация 
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинской приматологии РАН», Сочи, 
Российская Федерация 
3 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Минздрава России, 
Краснодар, Российская Федерация
Цель. Определение возможности использования индоцианиновой флуоресцентной ангиографии для оценки 
реваскуляризации тканеинженерной конструкции, полученной на основе децеллюляризированного биоло-
гического матрикса трахеи приматов, в том числе с использованием мезенхимных стволовых клеток, после 
ее гетеротопической аллотрансплантации. Материал и методы. Донорами трахеи послужили два самца 
павиана гамадрила. После децеллюляризации участки донорских трахей, по 4 см каждый, имплантированы 
под боковой участок широчайшей мышцы спины двум здоровым приматам, одному после рецеллюляри-
зации мезенхимными стволовыми клетками (животное 1), второму – без проведения рецеллюляризации 
(животное 2). Иммуносупрессивную терапию не проводили. Наличие кровотока в трансплантированном 
сегменте трахеи оценивали через 60 суток после трансплантации путем хирургического выделения лос-
кута широчайшей мышцы спины с трансплантированным сегментом трахеи с сохранением кровотока по 
торакодорзальной артерии. Визуализацию инфракрасной индоцианиновой флуоресцентной ангиографии 
проводили с помощью мультиспектрального флуоресцентного органоскопа «FLUM-808». Результаты. 
Через 60 суток после имплантации хрящевой каркас трахеи макроскопически представлялся сохранным 
у обоих животных, плотно интегрированным в мышечную ткань, естественного цвета. После внутривен-
ного введения индоцианина зеленого у обоих животных удалось визуализировать сосуды трахеи, четко 
различались межхрящевые сосуды и участки хрящевых полуколец, лишенные сосудов, весь имплантиро-
ванный сегмент практически равномерно васкуляризирован, локальных нарушений кровоснабжения не 
отмечалось. Яркость флуоресценции сосудов трахеи у животного 1 составила 193 ± 17 у. е., у животного 
2 – 198 ± 10 у. е., в то время как средняя яркость мышцы в зоне имплантации у животного 1 – 159 ± 9 у. е., а 
у животного 2 – 116 ± 8 у. е. Заключение. Индоцианиновая флуоресцентная ангиография характеризуется 
высокой контрастностью получаемых изображений, высокой чувствительностью, что может позволить 
визуализировать проходимость сосудистой сети и оценить степень неоангиогенеза после эксперименталь-
ной трансплантации сегмента трахеи на разных этапах эксперимента без эвтаназии животного.
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Заболевания трахеи, как опухолевые, так и доб-
рокачественные, нередко требуют хирургического 
лечения. При необходимости резекции не более 50% 
длины трахеи технически выполнима радикальная 
операция – циркулярная резекция соответствующего 
участка трахеи; резекция трахеи большей протяжен-
ности, по мнению большинства хирургов, сопровож-
дается значимым риском осложнений и считается 
маловыполнимой [1]. Радикальным путем решения 
этой проблемы может быть замещение пораженной 
части или всей трахеи трупным донорским органом 
или тканеинженерной конструкцией (ТИК) [2]. Реге-
неративная медицина представляет собой новую пер-
спективную междисциплинарную сферу научных ис-
следований и клинической практики, методы которой 
позволяют избежать необходимости прижизненного 
постоперационного иммуносупрессивного лечения. 
Тканевая инженерия подразумевает моделирование и 
создание биологических или синтетических каркасов 
трахеи с целью замещения пораженного органа. При 
этом крайне важно, чтобы матрикс биоинженерно-
го органа повторял механические и биологические 
свойства внеклеточного матрикса нативного органа, 
имел трехмерную структуру, способствующую при-
креплению, росту и размножению соответствующего 
типа клеток, обеспечивал миграцию клеток и приток 
ростовых факторов, поддерживал неоангиогенез и 
адекватную реиннервацию. К сожалению, на настоя-
щий момент имеется негативный опыт клинического 
использования ТИК трахеи на основе как синтетиче-
ского, так и децеллюляризированного матрикса, в том 
числе при репопуляризации стволовыми клетками 
реципиента. Большинство попыток одномоментных 
аллотрансплантаций донорского органа также закан-
чивались неудовлетворительно, что было связано со 
сложностью обеспечения адекватной васкуляризации 
трансплантата в послеоперационном периоде [3]. 
Попытки обеспечения реваскуляризации трансплан-
тированной трахеи лоскутом большого сальника, пе-
ресадкой ее в комплексе со щитовидной железой, 
применение техники наложения микрососудистых 
анастомозов, в подавляющем числе случаев сопро-
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Objective: to assess the potentials of using indocyanine green fluorescence angiography in evaluating revasculari-
zation of tissue-engineered construct that was obtained from the decellularized biological matrix of primate trachea, 
including using mesenchymal stem cells, after heterotopic tracheal allotransplantation. Material and methods. 
Tracheas were obtained from two male hamadryas baboons. After decellularization, 4 cm segments of tracheas 
were implanted under the lateral part of the latissimus dorsi in two healthy primates, one after recellularization 
with mesenchymal stem cells (animal 1), and the second without recellularization (animal 2). Immunosuppressive 
therapy was not performed. Blood flow in the transplanted segment of the trachea was evaluated 60 days after 
transplantation by surgical isolation of the flap of the latissimus dorsi with the transplanted segment of the trachea, 
while maintaining blood flow through the thoracodorsal artery. Indocyanine green near-infrared fluorescence 
angiography was visualized using a FLUM-808 multispectral fluorescence organoscope. Results. Sixty days 
after implantation, the tracheal cartilaginous framework macroscopically appeared to be intact in both animals, 
tightly integrated into the muscle tissue. The framework retained its natural color. After intravenous injection of 
indocyanine green, the tracheal vessels were visualized in both animals. Intercartilaginous vessels and portions 
of the cartilaginous semi-rings devoid of vessels were clearly distinguished. The entire implanted segment was 
almost uniformly vascularized. No local disruptions in blood supply were observed. The fluorescence brightness 
of the tracheal vessels was 193 ± 17 cu and 198 ± 10 cu in animals 1 and 2, respectively. The average muscle 
brightness in the implantation zone was 159 ± 9 cu and 116 ± 8 cu in animals 1 and 2, respectively. Conclusion. 
Indocyanine green fluorescence angiography is characterized by high-contrast images and high sensitivity. This 
facilitates vascular patency visualization and allows to assess the degree of neoangiogenesis after experimental 
transplantation of the tracheal segment, at different stages of experiment, without euthanizing the animal.
Keywords:  trachea,  tissue  engineering,  transplantation,  angiography,  fluorescence.
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вождались серьезными осложнениями и лизисом 
донорской трахеи [4, 5].
Основными причинами неудач трансплантации 
трахеи, как показывает существующий ограничен-
ный клинический опыт, являлось отсутствие доста-
точного формирования на ее внутренней поверхности 
эпителиальной выстилки, а также потеря каркасной 
функции за счет лизиса, в первую очередь, хрящей 
трахеи. Именно для предупреждения таких осложне-
ний необходимо как минимум добиться адекватной 
реваскуляризации трансплантированного органа. 
По мнению ряда исследователей, наиболее перспек-
тивный метод повышения количества благоприятных 
исходов при проведении трансплантации трахеи мо-
жет основываться на предварительной гетеротопи-
ческой имплантации донорского органа в хорошо 
васкуляризированные ткани реципиента (большой 
сальник, мышцы) с последующим проведением орто-
топической трансплантации на сосудистой ножке [6]. 
Этот метод позволяет произвести префабрикацию 
ТИК для повышения ее приживаемости и снижения 
риска осложнений.
В то же время обычным визуальным осмотром 
доказать наличие хорошей реваскуляризации in vivo 
не представляется возможным. Эту задачу можно 
решать методом индоцианиновой ангиографии, ос-
нованной на системном вводе в кровоток красите-
ля индоцианина зеленого (ИЦЗ), с последующим 
наблюдением зоны интереса в свете инфракрасной 
флуоресценции [7–9].
Цель исследования: определение возможности 
использования индоцианиновой флуоресцентной ан-
гиографии для оценки реваскуляризации ТИК трахеи, 
полученной на основе децеллюляризированного био-
логического матрикса трахеи приматов, в том числе 
с использованием мезенхимных стволовых клеток, 
после ее гетеротопической аллотрансплантации.
МАтериАл и МетОдЫ
Получение донорских трахей, рецеллюляриза-
цию ацеллюлярного матрикса трахеи и оператив-
ные вмешательства на павианах гамадрилах прово-
дили на базе НИИ медицинской приматологии РАН 
(ФГБНУ «НИИ МП»). Имплантация и эксплантация 
трахеи, а также методическое и аппаратное обеспе-
чение инфракрасной флуоресцентной ангиографии 
выполнялось сотрудниками ПСПбГМУ им. акад. 
И.П. Павлова. Децеллюляризация донорских трахей 
проводилась на базе лаборатории фундаментальных 
исследований в области регенеративной медицины 
Кубанского государственного медицинского универ-
ситета (ФГБОУ ВО «КубГМУ» Минздрава России). 
Протокол исследования одобрен локальным этиче-
ским комитетом ФГБНУ «НИИ МП».
Донорами трахеи послужили два самца павиа-
на гамадрила, умершие от естественных причин в 
возрасте 6 и 7 лет; вес животных составил 9 и 10 кг 
соответственно. В течение 60 минут после смерти 
приматов произведено патологоанатомическое ис-
следование, иссечение и эксплантация шейного и 
грудного отделов трахеи в асептических условиях. 
Транспортировку в лабораторию для проведения де-
целлюляризации выполняли в течение 24 часов от 
момента эксплантации в стерильных контейнерах 
в фосфатно-солевом буферном растворе с добавле-
нием 2% раствора антибиотика и антимикотика при 
температуре не выше 4 °С.
Децеллюляризацию обеих трахей проводили по 
единому протоколу: после удаления соединитель-
ной ткани и промывания фосфатно-солевым буфером 
трахею помещали в специализированный биореактор 
ORCA (Harvard Apparatus, США) на ротационную 
платформу. Процедура включала в себя 3 цикла обра-
ботки детергентами и энзимами по 24 часа каждый: 
4% раствором дезоксихолата натрия в комбинации с 
0,002 М раствором Na2-ЭДТА (Sigma Aldrich, США), 
затем – 1% раствором додецил сульфата натрия и 
свиной панкреатической ДНКазой-I 2000 ЕД / 200 мл 
фосфатного буфера с кальцием и магнием (Sigma 
Aldrich, США; Gibco, LifeTechnologies, США). Де-
целлюляризацию завершали промыванием трахеи в 
10% растворе хлоргексидина биглюконата в фосфат-
ном буфере с трехкратной сменой раствора каждые 
8 часов.
После завершения децеллюляризации биологи-
ческий каркас не более чем через 12 часов транс-
портировали в стерильном контейнере с фосфатным 
буфером, содержащим антибиотик-антимикотик, в 
лабораторию ФГБНУ «НИИ МП». В качестве реци-
пиентов тканеинженерной трахеи выбраны два здо-
ровых павиана гамадрила мужского пола в возрасте 
1 года и весом около 5 кг. Участки донорских трахей, 
по 4 см каждый, имплантированы под боковой учас-
ток широчайшей мышцы спины. Одному примату 
имплантирован участок трахеи после рецеллюляри-
зации мезенхимными стволовыми клетками – (жи-
вотное 1), второму – без проведения рецеллюляри-
зации (животное 2). Подготовка стволовых клеток 
и процесс рецеллюляризации осуществлялись по 
описанному ранее протоколу [3].
Все операции проводились по общему плану: пос-
ле эпиляции правого бокового отдела грудной стенки, 
под общим внутривенным наркозом (локтевая вена) 
производили кожный разрез длиной около 7 см, вы-
деляли наружную поверхность широчайшей мышцы 
спины и под выделенный участок мышцы вшивали 
участок донорской трахеи с помощью трех лигатур 
Пролен 4.0, причем имплантат полностью, цирку-
лярно окутывали мышцей (рис. 1). Рану ушивали 
без оставления дренажа наглухо. В течение 5 дней 
после операции животным проводили антибиоти-
копрофилактику цефтриаксоном в объеме 300 000–
500 000 Ед/сут (в зависимости от массы тела); также 
в течение 3 дней внутримышечно вводили 2 мл ке-
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торола. Иммуносупрессивную терапию и терапию 
кортикостероидами в послеоперационном периоде 
не проводили.
Наличие кровотока в трансплантированном 
сегменте трахеи оценивали через 60 суток после 
трансплантации. Под общим наркозом проводилось 
выделение лоскута широчайшей мышцы спины с 
трансплантированным сегментом трахеи с сохра-
нением кровотока по торакодорзальной артерии 
(рис. 2); зона интереса определялась интраопера-
ционно пальпаторно, а также по локализации ни-
тей, которыми фиксировались участки трахеи. Затем 
внутривенно струйно вводился раствор индоцианина 
зеленого в дозировке 1 мг в 10 мл воды для инъек-
ций. Визуализацию инфракрасной флуоресцентной 
ангиографии проводили с помощью мультиспект-
рального флуоресцентного органоскопа «FLUM-808» 
[8, 9], включающего в себя инфракрасный диодный 
лазер с волоконным выводом (λ = 808 нм, мощность 
5 Вт) для возбуждения флуоресценции ИЦЗ и ус-
тановленную на штативе малогабаритную мульти-
спектральную телевизионную систему, регистриру-
ющую изображения в четырех участках спектра, в 
том числе в инфракрасном диапазоне 820–850 нм, в 
котором излучает ИЦЗ. Камера соединена через порт 
USB 3.0 с компьютером, работающим под управле-
нием специализированной программы «RSScam». 
Данная система позволяет регистрировать фото- и 
видео изображения с разрешением 960×960 пикселей 
с частотой 25 кадров/с и производить количествен-
ную оценку яркости инфракрасной флуоресценции 
в зоне интереса.
реЗУльтАтЫ
Все хирургические вмешательства проведены по 
заранее намеченному плану. Интра- и послеопера-
ционных осложнений отмечено не было. Ни одно 
животное во время проведения хронического экспе-
римента не погибло.
Качество децеллюляризации трахеи, определен-
ное при проведении рутинных гистологических 
исследований и при количественном определении 
резидуальной ДНК признано удовлетворительным и 
достаточным для продолжения эксперимента. Окра-
шивание гематоксилином и эозином децеллюляризи-
рованной трахеи не выявило наличия сохранных ядер 
и клеток, как в слизистой оболочке, так и в подсли-
зистом слое, однако в хрящевой части сохранялись 
единичные клетки со значительно поврежденными 
ядрами.
Через 60 суток после проведения гетеротопиче-
ской имплантации имплантированные фрагменты 
трахеи обнаружены у обоих животных, хрящевой 
каркас трахеи макроскопически представлялся со-
хранным, плотно интегрированным в мышечную 
ткань, естественного цвета (рис. 3, a); при этом мем-
бранозная стенка трахеи, и соответственно, просвет 
Рис. 1. Процесс имплантации децеллюляризированной 
трахеи
Fig. 1. Implantation of a decellularized trachea
Рис. 2. Выделение лоскута широчайшей мышцы спины 
с трансплантированным сегментом трахеи через 60 дней 
после гетеротопической трансплантации
Fig. 2. Dissection of the latissimus dorsi flap with a trans-
planted segment of the trachea 60 days after heterotopic 
transplantation
трахеи, отсутствовали. У животного 1 степень руб-
цовых изменений мышечной ткани выражена ми-
нимально, контуры трахеи ровные. У животного 2 в 
зоне имплантации выражен рубцовый процесс, име-
ли место сращения с соседними мышцами, края им-
плантированной трахеи пальпаторно четко не опре-
делялись. У обоих животных около половины длины 
имплантированной трахеи отделены от широчайшей 
мышцы спины, именно эти участки являлись зоной 
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интереса в процессе визуализации флуоресцентной 
ангиографии.
Сразу после введения ИЦЗ в операционной ране 
определялось сильное свечение в инфракрасном ре-
жиме, при этом локализация свечения соответство-
вала выделенному участку широчайшей мышцы. У 
обоих животных удалось визуализировать сосуды 
трахеи; четко различались межхрящевые сосуды и 
участки хрящевых полуколец, лишенные сосудов 
(рис. 3, б). Весь имплантированный сегмент прак-
тически равномерно васкуляризирован, локальных 
нарушений кровоснабжения не отмечалось. Яркость 
флуоресценции сосудов трахеи у животного 1 со-
ставила 193 ± 17 у. е., у животного 2 – 198 ± 10 у. е., 
в то время как средняя яркость мышцы в зоне имп-
лантации у животного 1 – 159 ± 9 у. е., а у животно-
го 2 – 116 ± 8 у. е.; то есть яркость флуоресценции 
имплантированной трахеи у обоих животных была 
одинаковой, причем заметно большей по сравнению 
с яркостью окружающих участков мышц. В дальней-
шем, в течение примерно 60 секунд, интенсивность 
флуоресценции падала, причем как в мышце, так и 
в имплантированной трахее.
ОБСУЖдеНие
Регенеративная медицина предлагает метод за-
мещения тотально поврежденной трахеи на ткане-
инженерный орган тем пациентам, которые ранее 
считались неизлечимыми. Преимуществом данного 
подхода является полный отказ от иммуносупрес-
сивной терапии в послеоперационном периоде [2]. 
Однако следует отметить, что на сегодняшний день 
механизмы регулирования регенеративными про-
цессами в самом организме не изучены в полной 
мере. Это существенно затрудняет совершенство-
вание терапевтических подходов, что само по себе 
является сложнейшей задачей и требует не одного 
десятилетия научных исследований и наблюдений. 
Авторы исследования планировали получить от-
вет на вопрос о возможности префабрикации ТИК 
трахеи при ее гетеротопической трансплантации с 
целью восстановления кровотока в трансплантиро-
ванном органе, что является одним из самых важных 
аспектов восстановления функции органа, а также 
изучить возможности относительно нового метода 
визуализации сосудов с помощью индоцианиновой 
флуоресцентной ангиографии. Существующие ме-
тодики визуализации сосудистого русла с исполь-
зованием классических красителей с тропностью к 
тканям (например, трипановый синий), к сожалению, 
не обеспечивают возможности прижизненной оценки 
проходимости сосудов и требуют выведения живот-
ного из эксперимента на каждом этапе исследования. 
Это не позволяет отследить процесс неоангиогенеза 
в динамике при трансплантации тканеинженерных 
конструкций. Именно этих недостатков лишена инф-
ракрасная флуоресцентная визуализация скрытых от 
глаз особенностей состояния тканей в функциониру-
ющих органах, основанная на использовании флуо-
ресцирующих свойств индоцианина зеленого [9].
Полученные результаты позволяют сделать вывод 
о том, что имплантация тканеинженерного комплекса 
трахеи, как подвергнутого рецеллюляризации, так и 
без нее, сопровождается включением транспланти-
рованного сегмента трахеи в кровоток через 60 су-
ток после имплантации. Выраженные фиброзные 
изменения в зоне имплантации у животного 2 могут 
свидетельствовать о более выраженной реакции им-
мунной системы реципиента на имплантацию до-
норской трахеи при отсутствии проведения рецел-
люляризации. Механизм восстановления кровотока 
в трансплантированной трахее достаточно сложен и 
складывается из множества факторов [10]. Принци-
Рис. 3. Макроскопическая оценка имплантированного 
сегмента трахеи (животное 1): a – в белом свете; б – в 
свете инфракрасной флуоресцентной ангиографии с ИЦЗ
Fig. 3. Macroscopic evaluation of the implanted segment of 






пиально важно, что флуоресцентная ангиография 
является информативным методом оценки реваскуля-
ризации трахеи [11]. Интенсивность флуоресценции 
мышц и трансплантированных сегментов оказалась 
практически одинаковой.
Можно констатировать, что у обоих животных 
произошла стимуляция неоангиогенеза, причем про-
изошло это вне зависимости от рецеллюляризации 
мезенхимными стволовыми клетками. Конечно, это-
го недостаточно для формирования полноценной ор-
ганной структуры имплантированной трахеи, однако 
методику индоцианиновой ангиографии можно ис-
пользовать для мониторинга восстановления крово-
тока и ортотопически трансплантированного органа, 
в том числе и при проведении трахеоскопии. Инс-
трументальной основой для проведения подобных 
исследований, в том числе в клинических условиях, 
может служить недавно разработанная видеоэндо-
скопическая система для бронхоскопии, в которой 
предусмотрен режим флуоресцентной визуализации 
в инфракрасной области спектра [5].
ЗАКлЮчеНие
Индоцианиновая флуоресцентная ангиография 
характеризуется высокой контрастностью получа-
емых изображений, высокой чувствительностью, 
что может позволить визуализировать проходимость 
сосудистой сети и оценить степень неоангиогенеза 
после экспериментальной трансплантации сегмента 
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